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2 ZUSAMMENFASSUNG 
Hintergrund: Die ausgeprägte Keratinisierung scheint eine wesentliche Rolle bei der 
Dysfunktion der Meibomdrüse zu spielen. Diese Arbeit beschreibt die potentielle 
Wirkung der Androgene hinsichtlich einer Begrenzung der Keratinisierung in diesem 
Gewebe, wodurch sie zu einer normalen Meibomdrüsenfunktion und einer gesunden 
Augenoberfläche beitragen. 
 
Versuchstiere, Material und Methoden: Orchiektomierte Mäuse wurden systemisch 
entweder mit Testosteron oder mit Plazebo für zwei Wochen behandelt. Die mRNA 
wurde dann aus den Meibomdrüsen extrahiert und eine differentielle Genexpression 
mittels Microarray-Hybridisierung und Evaluation mit der GeneSifter Software als auch 
mit genontologischen Daten des Gene Ontology (GO) Consortium untersucht. 
 
Ergebnisse: Wie durch z-Score-Berechnung ermittelt, war die “Keratinisierung” der am 
stärksten signifikant beeinflusste genontologische Terminus basierend auf herab-
regulierten Genen in der Meibomdrüse der Maus. So wurden unter dem Einfluss von 
Testosteron die Gene, die für Small proline-rich protein (Sprr) 2a, Sprr 2b, Sprr 3, 
Keratins 6a und 17 und Periplakin kodieren, signifikant herab-reguliert, während Sprr 1a 
and Sprr 2f signifikant herauf-reguliert wurden. Außer in der Keratinisierung sind diese 
Gene auch variabel in der Epidermisentwicklung, Keratinozytendifferenzierung, 
Regulation der Zellform, der Zellmorphogenese, der Epithelmorphogenese und 
Intermediärfilament-Organisation involviert. 
 
Schlussfolgerungen: Testosteron reguliert Gene, die eine Keratinisierung in der 
Meibomdrüse fördern, herab. Dies trägt möglicherweise dazu bei, eine 
Meibomdrüsendysfunktion durch Begrenzung einer exzessiven Keratinisierung dieses 
Gewebes und des angrenzenden Lidrandes zu verhindern. Unsere Ergebnisse erklären, 
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zumindest teilweise, den positiven Einfluss der Androgene auf die 
Meibomdrüsenfunktion und somit auf die Gesundheit der Augenoberfläche. 
 
 
Schlüsselwörter: trockenes Auge, Testosteron, Microarray, Genexpression, 
Keratinisierung 
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3 SUMMARY 
Testosterone reduces the Expression of Keratinization-promoting Genes in the Mouse 
Meibomian Gland 
 
Background: Extensive keratinization appears to play a major role in the dysfunction of 
the meibomian gland. This work displays the potential impact of androgens on limiting 
keratinization in this tissue, thus, contributing to normal meibomian gland function and 
ocular surface health. 
 
Materials and Methods: Orchiectomized mice were systemically treated with either 
testosterone or placebo for two weeks. The mRNA was then extracted from the 
meibomian glands and differential gene expression was investigated by microarray 
hybridization and evaluation with GeneSifter software as well as gene ontology 
information of the Gene Ontology (GO) Consortium. 
 
Results: By z-score calculation, keratinization was the most significantly testosterone-
influenced gene ontology term based on down-regulated genes in the mouse meibomian 
gland. In particular, under the influence of testosterone the genes coding for Small 
proline-rich protein (Sprr) 2a, Sprr 2b, Sprr 3, Keratins 6a and 17, and Periplakin were 
significantly down-regulated, while Sprr 1a and Sprr 2f were significantly up-regulated. 
Apart from keratinization, these genes are variably involved in epidermis development, 
keratinocyte differentiation, regulation of cell shape, cell morphogenesis, epithelial 
morphogenesis, and intermediate filament organization. 
 
Conclusions: Testosterone down-regulates the expression of genes promoting 
keratinization in the meibomian gland. This may help to prevent meibomian gland 
dysfunction by limiting excessive keratinization of this tissue and the adjacent lid 
margin. Our findings elucidate, at least in part, the beneficial impact of androgens on 
meibomian gland function, and thus, on ocular surface health. 
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4 EINFÜHRUNG UND FRAGESTELLUNG 
Das von den Meibom‘schen Drüsen, großen spezialisierten Talgdrüsen der Augenlider, 
produzierte protein- und lipidreiche Sekret bildet die äußere Phase der 
Tränenflüssigkeit, die mit jedem Lidschlag auf der Hornhautoberfläche verteilt wird. 
Das Drüsensekret hat einen stabilisierenden Einfluss auf den Tränenfilm und wirkt 
seinem Aufreißen und verstärkter Verdunstung entgegen, wodurch ein Austrocknen der 
Hornhautoberfläche verhindert wird.1-4 
Umgekehrt führt eine Meibomdrüsen-Dysfunktion, im englischen Sprachraum und 
international gebräuchlich, auch Meibomian Gland Dysfunction (MGD), zu einer 
Instabilität des Tränenfilmes, was wiederum ein Austrocknen der Hornhautoberfläche 
begünstigt. Dieser Zusammenhang stellt einen entscheidenden Faktor bei der 
Entstehung des trockenen Auges dar. 
Als eine der Hauptursachen einer MGD wird neben einer Steigerung der Viskosität des 
Drüsensekretes eine Obstruktion der Drüsengänge durch verstärkte Keratinisierung 
angenommen.5-10 Genau diese Erkenntnisse sind auch wesentliche Schlussfolgerungen 
einer Arbeitsgruppe des aktuellen MGD-Reports der Tear Film and Ocular Surface 
Society (TFOS) um Knop E.11 Dafür spricht auch weiterhin, dass sich bei Patienten, die 
an einem trockenen Auge leiden, eine vermehrte Keratinisierung im Bereich der 
Drüsengänge nachweisen lässt.6, 11, 12 Als Mitursache dieser vermehrten Keratinisierung 
wurde immer wieder ein Androgenmangel diskutiert.11, 13 Heute weiß man, dass die 
Meibomdrüse ein Zielorgan für Androgene ist.14, 15 Auch gibt es zahlreiche 
Anhaltspunkte dafür, dass die Regulation der Keratinisierung unter anderem der 
Steuerung durch Androgene unterliegt.14 
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Es ist naheliegend, dass eine androgenabhängige Keratinisierung im Bereich der 
Meibomschen Drüse möglicherweise ein Faktor bei der Entstehung des trockenen 
Auges darstellt.13 
Ziel dieser Arbeit war es, aus der Unmenge der Arraydaten eine Entität zu identifizieren, 
die einer deutlichen Regulation durch Androgene unterliegt und gleichzeitig potentiell 
klinische Relevanz hat. Dies trifft auf die Keratinisierung zu. Durch Recherche der 
Funktionen der an der Keratinisierung beteiligten Gene sollte untersucht werden, ob die 
testosteroninduzierte, reduzierte Expression von pro-keratinisierenden Genen den 
anderweitig klinisch beobachteten, protektiven Androgen-Effekt hinsichtlich einer 
Keratinisierung im Bereich der Meibomdrüsen auf molekularer, funktioneller oder 
regulativer Ebene, zumindest teilweise, kausal erklären kann. 
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5 MATERIAL UND METHODE 
5.1 VERSUCHSTIERE UND HORMONBEHANDLUNG 
5.1.1 TIERE UND BEHANDLUNG 
Junge erwachsene BALB/c Mäuse (n = 5-22/Gruppe) wurden im Alter von 8 bis 9 
Wochen durch einen Veterinärchirurgen orchiektomiert und von Taconic Laboratories 
(Germantown, NY, USA) gekauft. Die „Standardmäuse“, ohne Besonderheiten, wurden 
in Räumen mit konstanter Temperatur und fixen Hell-/Dunkel-Intervallen von 12 
Stunden Dauer untergebracht. Die Mäuse konnten sich vom chirurgischen Eingriff 
wenigstens 9 Tage erholen, wurden danach, im Alter von 10-11 Wochen, mit einer 
intraperitonealen Injektion von Ketamine/Xylazine anästhesiert und mit einem 
subkutanen Implantat eines Pellets in die Subscapularregion versehen. Dieses Pellet war 
entweder ein Plazebo (Cholesterol, Methylcellulose, Lactose) oder enthielt 10mg 
Testosteron. Diese Pellets wurden von Innovative Research of America (Sarasota, FL, 
USA) geliefert und sind für einen langsame aber konstante Freisetzung des Placebos 
oder aber physiologischer Mengen des Hormones über einen Zeitraum von 21 Tagen 
konzipiert. Nach zwei Behandlungswochen, dann in einem Alter zwischen 12-13 
Wochen, wurden die Tiere durch CO2-Inhalation getötet und die Meibomdrüsen der 
Ober- und Unterlider unter direkter Visualisierung mittels OP-Mikroskop explantiert 
und sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. 
5.1.2 ETHISCHE ASPEKTE 
Die Studien dieser Arbeit wurden im Schepens Eye Research Institute, Boston, MA, 
USA durch Dr. Frank Schirra, Postdoctoral Fellow bei David Sullivan, Ph.D., 
durchgeführt, finalisiert und die Primärdaten in einer Datenbank dokumentiert. 
Dementsprechend wurden alle Experimente mit Versuchstieren vom Institutional 
Animal Care and Use Committee des Schepens Eye Research Institutes evaluiert und 
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genehmigt und entsprachen dem Association for Research in Vision and Ophthalmology 
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research und der EC 
Directive 86/609/EEC für Versuchstiere. Die Analyse der elektronischen Datenbanken 
wurde unabhängig davon mit der großzügigen Erlaubnis von David A. Sullivan, Ph.D. 
durchgeführt. 
5.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE PROZEDUREN 
5.2.1 RNA ISOLATION UND PROZESSIERUNG 
Um die Wirkung des Testosterons auf die Genexpression der Meibomdrüsen zu 
bestimmen, wurde die Gesamt-RNA mittels TRIzol Reagent (Invitrogen Corp., 
Carlsbad, CA, USA) aus dem Gewebe isoliert. Proben hiervon wurden mit RNase-freier 
DNase (Invitrogen) behandelt, spektrophotometrisch bei 260nm analysiert, um die 
Konzentration zu bestimmen und auf einem 6.7% Formaldehyd/1.3% Agarose 
(Gibco/BRL, Grand Island, NY, USA) Gel untersucht, um die RNA Integrität zu 
verifizieren. Die RNA-Proben wurden dann mittels verschiedener technischer Ansätze 
weiterverarbeitet. Vor der Durchführung der Microarray-Studien wurde die Integrität der 
glandulären RNA-Proben weiter mit Hilfe eines RNA 6000 Nano LabChip auf einem 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) analysiert. 
5.2.2 BIOARRAY TECHNOLOGIE 
Zur Evaluation einer unterschiedlichen Genexpression wurden in erster Linie CodeLink 
Uniset Mouse I Bioarrays (~10,000 Gene; Amersham, Piscataway, NJ, USA) benutzt. 
Die RNA-Proben wurden für die CodeLink Bioarray Hybridisierung vorbereitet, wie 
vorbeschrieben16 mit Modifikationen, nach Redmond et al.17 Eine ausführliche 
Beschreibung der Prozeduren findet sich im Dokument “CodeLink Gene Expression 
System: Single-Assay Bioarray Hybridization and Detection, document number 
63005460 (080075-00/Rev. AA/2004-04). Kurzgefasst wurde cDNA aus RNA (2 µg) 
mit einem CodeLink Expression Assay Reagent Kit (Amersham, Piscataway, NJ, USA) 
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synthetisiert und mit einem QIAquick purification kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) 
isoliert. Nach Probentrocknung wurde cRNA mit einem CodeLink Expression Assay 
Reagent Kit (Amersham) generiert, mit einem RNeasy kit (Qiagen) zurückgewonnen 
und mit einem UV-Spektrophotometer quantifiziert. Fragmentierte, Biotin-markierte 
cRNA wurde auf einem CodeLink Bioarray bei 37°C für 18 Stunden inkubiert und hin 
und her bewegt (300 rpm Shaker). Das Bioarray wurde dann gewaschen und mit 
Streptavidin-Alexa 647 inkubiert. Die Bioarrays wurden mit Hilfe der ScanArray 
Express Software und einem ScanArray Express HT Scanner (Packard BioScience, 
Meriden, CT, USA) gescannt, wobei der Laser auf 635 nm, die Laserenergie auf 100% 
und die Photomultiplier Röhrenspannung auf 60% eingestellt wurden. Die 
eingescannten Bilddateien wurden mittels CodeLink image and data analysis software 
(Amersham) untersucht, die sowohl unveränderte als auch normalisierte 
Hybridisierungs-Signalintensitäten für jeden Arrayspot generierte. Die etwa 10.000 
Spotintensitäten des Microarraybildes wurden auf einen Median von 1 standardisiert. 
Normalisierte Daten mit Signalintensitäten > 0,50 wurden per GeneSifter software 
(VizX Labs LLC, Seattle, WA, USA, vizxlabs.com) analysiert. Das Programm erstellt 
auch Reports zur Genontologie und zum z-Score. Diese ontologischen Daten, die 
entsprechend der Richtlinien des Gene Ontology Consortiums 
(http://www.geneontology.org/GO.doc),18 organisiert wurden, beziehen sich auf 
biologische Prozesse, molekulare Funktionen und zelluläre Komponenten. 
Die Daten der einzelnen Bioarrays (n = 6) sind über den Gene Expression Omnibus des 
National Center for Biotechnology Information über die Zugriffsnummer GSE1582 
zugänglich: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/query/acc.cgi?acc=GSE1582). 
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5.3 ANALYSE 
5.3.1 AUF- UND AB-REGULIERTE GEN-EXPRESSION DURCH TESTOSTERON 
5.3.1.1 Paarweise Analyse 
Die Daten wurden innerhalb GeneSifter weder erneut normalisiert noch logarithmisch 
transformiert. Es wurden keine Grenzwerte festgelegt, um die Ergebnisse auf ein 
minimales relatives Expressionsverhältnis zu limitieren. Ein 
Mindestsignalintensitätswert von 0,5 wurde als Qualitätsstandard festgelegt. Die 
statistische Analyse der individuellen Genexpressionsdaten wurde mit dem Student’s t-
Test (two-tailed, unpaired) durchgeführt. 
5.3.2 ONTOLOGISCHE ANALYSE DER REGULIERTEN GENE 
5.3.2.1 Ansatz der Datenaufarbeitung 
In unseren Microarraystudien waren wir daran interessiert, Änderungen in der 
Genexpresssion zu verstehen. Aufgrund der sehr großen Anzahl an Genen, die mit 
jedem Array getestet werden, mussten wir Expressionsmuster identifizieren, die auf 
Androgen-beeinflusste Stoffwechselpfade oder biologische Funktionen hinwiesen. Viele 
Methoden, wie z.B. Clustering, wurden entwickelt, um diese Art der Datenaufarbeitung 
zu ermöglichen. Unser Ansatz war es, Expressionsänderungen von Genen zu 
untersuchen, deren biologische Funktion bekannt ist oder die bekannten 
Stoffwechselwegen angehören. Dies wurde durch den Bezug auf genontologische 
Datenbanken erreicht. 
5.3.2.2 Das Gene Ontology (GO) Projekt 
Das Gene Ontology (GO) Projekt stellt eine Zusammenarbeit zwischen Datenbanken 
mit dem Ziel dar, konsistente Beschreibungen von Genprodukten zu ermöglichen, 
dadurch, dass disparate Terminologien unterschiedlicher Datenbanken synchronisiert 
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werden, wie z.B. “Translation” und “Proteinsynthese”. Die am GO Projekt beteiligten 
Datenbanken entwickeln permanent drei Ontologien, d.h. Spezifikationen eines 
relationalen Vokabulars, das biologische Prozesse (z.B. Keratinisierung), molekulare 
Funktionen (z.B. Oxidierung) und zelluläre Komponenten (z.B. mitochondrial), also 
intrazelluläre Lokalisationen der Funktionen und Prozesse, in einer spezies-
unabhängigen Weise beschreibt. 
Ontologien stellen ein von Computern nutzbares, feingliedriges Vokabular zur 
Verfügung, um Wissen über ein Thema und eine definierte Palette von Verbindungen, 
die zwischen den Elementen des Vokabulars gelten, darzustellen und zu 
kommunizieren. Sie können sehr komplex oder auch relativ einfach strukturiert sein. 
Der hierarchische Aufbau erlaubt die Kategorisierung jedes Genproduktes bis hin zum 
kleinsten bis heute bekannten Detail. 
5.3.2.3 Gebrauch der Ontologie in GeneSifter 
Für jedes Gen benutzt GeneSifter die GO-Hierarchie, um alle übergeordneten 
Klassifikationsbegriffe jedem bekannten Genprodukt zuzuordnen. GeneSifter 
kartographiert jedes Gen bis hin zu seinem spezifischsten GO-Begriff und zusätzlich 
innerhalb der gesamten Struktur. Dadurch, dass Gene derartig gruppiert werden, ist der 
Untersucher in der Lage, Gene innerhalb von Gruppen zu untersuchen, die 
Genexpressionsänderungen zeigen, die möglicherweise deskriptiv für die 
zugrundeliegende Biologie sein können. Wenn beispielsweise entdeckt wird, dass 90 
von 100 Genen einer gegebenen Ontologie differentiell exprimiert werden, dann deutet 
dies darauf hin, dass diese Ontologie durch den im Arrayexperiment untersuchten 
Einflussfaktor tatsächlich beeinflusst wurde. Eine solche Ontologie, kann beispielsweise 
eine Genliste sein, die durch Gene definiert wird, die zu einem bestimmten 
Stoffwechselweg gehören oder eine bestimmte Funktion haben können. 
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5.3.2.4 Beurteilung des Einflusses eines Experimentes auf Ontologien 
5.3.2.4.1 Ontologie Report 
Der Ontologie-Report, man könnte auch frei von einem „Geneigenschaften-Report“ 
sprechen, von GeneSifter ordnet die Ontologien entsprechend des Ausmaßes der 
Einwirkung eines Experimentes auf die Gene innerhalb der jeweiligen Ontologie. 
Innerhalb des Reports selbst finden sich mehrere Variablen, die den Grad der 
Einwirkung des Experimentes auf die jeweilige Ontologie zusammenfassen. Die 
Variable List beschreibt die Anzahl der Gene in dieser Liste, die zu dem jeweiligen 
gegebenen ontologischen Begriff gehören. Für die paarweise Analyse ist die Liste weiter 
aufgesplittet in herauf-reguliert (roter Pfeil) und herab-reguliert (grüner Pfeil). Diese 
Zahl kann dem Array-Wert gegenübergestellt werden, der die Gesamtzahl der zur 
jeweiligen Ontologie gehörenden, auf dem Microarray befindlichen Gene darstellt. Das 
Verhältnis dieser beiden Werte beschreibt die relative Anzahl der regulierten Gene einer 
bestimmten Ontologie, die sich aus zuvor vom Untersucher festgelegten 
Analyseparametern definiert. Weiterhin wird in jedem Report ein z-Score für jeden 
ontologischen Begriff berechnet. 
5.3.2.4.2 Z-Score 
 
Der z-Score stellt eine Maßzahl dar, die beschreibt, ob die Genexpressionsänderungen 
häufiger oder seltener auftreten als erwartet. Der z-Score erlaubt auch ein relatives 
Ranking zwischen Genexpressionsänderungen in jeder Ontologie. Hierzu ist es 
notwendig, bei der Analyse anzugeben, ob dieses Ranking auf der Basis einer Auf- oder 
Ab-Regulation erfolgen soll, ob also besonders aktivierte oder besonders deaktivierte 
Ontologien gesucht werden sollen. In einem Ontologie-Report bewertet der z-Score, ob 
ein genontologischer Begriff in seiner Gesamtheit häufiger oder seltener auftritt als 
erwartet. Weiterhin können einzelne Gene einer überwiegend herauf-regulierten 
Ontologie auch herab-reguliert sein oder auch umgekehrt. 
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Der z-Score ist die erwartete Anzahl von Genen eines GO-Terms, subtrahiert von der 
beobachteten Anzahl der Gene. Dieser Wert wird dividiert durch die 
Standardabweichung der beobachteten Anzahl der Gene. Die Gleichung lautet: 
)(.
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wobei N die Gesamtzahl der gemessenen Gene ist, R die Gesamtzahl der Gene, die die 
Untersucher-definierten Kriterien erfüllen und die Genliste generiert hat, n die 
Gesamtzahl der Gene mit dem spezifischen GO-Term und r die Anzahl der Gene, die 
die Untersucher-definierten Kriterien erfüllen und mit dem spezifischen GO-Term 
belegt sind und die Genliste generiert hat. 
Extrem positive Zahlen (größer als 2) zeigen an, dass der Begriff häufiger als erwartet 
auftritt, während eine extrem negative Zahl (kleiner als -2) anzeigt, dass der Begriff 
seltener als erwartet auftritt. 
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6 ERGEBNISSE 
Z-SCORE REPORT BASIEREND AUF HERAB-
REGULIERTEN GENEN 
Wie durch z-Score-Berechnung ermittelt, war die “Keratinisierung” mit einem z-Score 
von 6,26 der am stärksten signifikant beeinflusste genontologische Terminus basierend 
auf herab-regulierten Genen in der Meibomdrüse der Maus. Dies entspricht der Frage, 
welcher biologische Prozess oder welche Gen-Eigenschaft unter allen, entsprechend der 
Qualitätskriterien berücksichtigten Genen des Arrays am stärksten durch Testosteron 
gedämpft wurde – Antwort: Keratinisierung. Auf dem Chip befinden sich insgesamt 15 
mit der Keratinisierung assoziierte Gene, wovon acht die Qualitätskriterien erfüllten und 
zugleich signifikant durch Testosteron reguliert wurden. So zeigen sich unter dem 
Einfluss von Testosteron die sechs Gene, die für Small proline-rich protein (Sprr) 2a, 
Sprr 2b, Sprr 3, Keratins 6a und 17 und Periplakin kodieren, in ihrer Expression 
signifikant herab-reguliert, während die beiden Gene für Sprr 1a and Sprr 2f signifikant 
herauf-reguliert wurden.  
Tabelle 1 zeigt den Einfluss der Testosteron-Behandlung auf die Genexpression der 
Meibomdrüse der Maus, gruppiert durch ontologische Begriffe und gereiht durch den z-
Score, basierend auf herab-regulierten Genen, wie durch GeneSifter berechnet. Der mit 
der Keratinisierung assoziierte GO-Baum (Link in Tabelle 1) wird in Abbildung 1 
dargestellt. Nebenbefundlich erscheinen in Tabelle 1 zwei weitere deutlich testosteron-
beeinflusste Ontologien mit recht hohem z-Score, die sich auch im Ontologiebaum zu 
„keratinization“ weiter proximal, d.h. im weniger spezifischen Bereich, wiederfinden. 
Hierbei handelt es sich um die Ontologien „epidermal cell differentiation“ (z-Score: 
4,99) und „epidermis development“ (z-Score: 4,72). 
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Tabelle 1: Ontologie-Report 
 
 
 
 
Tabelle 1: Einfluss der Testosteron-Behandlung auf die Genexpression der 
Meibomdrüse der Maus, gruppiert durch ontologische Begriffe und gereiht durch den 
z-Score, basierend auf herab-regulierten Genen, wie durch GeneSifter berechnet. Ein 
Klick auf das Symbol unter „Genes“ neben der jeweiligen Ontologie öffnet die Liste der 
signifikant regulierten und dieser Ontologie zugeordneten Gene – wie in dieser Tabelle 
gezeigt, die Ontologie „keratinization“. Ein roter nach oben gerichteter Pfeil neben der 
Genbezeichnung bedeutet eine signifikante Herauf-Regulation des Gens, ein grüner 
nach unten gerichteter Pfeil bedeutet eine signifikante Herab-Regulation des Gens 
durch Testosteron. “GO” stellt einen direkten Link zum assoziierten Gene Ontologie-
Baum zur Verfügung, wie in Abbildung 1 gezeigt. “Array” bezeichnet die Anzahl der auf 
dem Chip implementierten Sequenzen, die dem GO-Term “keratinization” zugeordnet 
sind. “List” benennt die Anzahl der signifikant regulierten Gene der Liste und 
unterscheidet zwischen Auf- und Ab-Regulation durch rote und grüne Pfeile. 
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Abbildung 1: Ontologie-Baum für den Terminus «Keratinization» 
 
Abbildung 1: Ontologie-Baum für den Terminus «Keratinization», wie er durch das 
GO-Symbol neben der in Tabelle 1 gezeigten Ontologien verlinkt ist 
(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/term_details?term=GO:0031424 Ansicht: 
Graph View). Die Legende oben rechts ist selbsterklärend. Tiefergehende 
Informationen sind über die GO-Website direkt über die Elemente der Abbildung oder, 
speziesabhängig, über die Linkleiste unten rechts explorierbar. Das Gene Ontology 
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(GO) Projekt ist ein Kooperationsprojekt von Datenbanken, das ein von Computern 
nutzbares, feingliedriges Vokabular zur Verfügung stellt, um Wissen über ein Thema 
und eine definierte Palette von Verbindungen, die zwischen den Elementen des 
Vokabulars gelten, darzustellen und zu kommunizieren, wie im Text beschrieben.  
Abbildung 2: Retentionszyste durch Überkeratinisierung 
 
Abbildung 2: Obstruktive Meibomdrüsendysfunktion. Die Öffnung der Meibomdrüse 
ist hier von einer spaltlampenmikroskopisch erkennbaren dünnen Epithellamelle 
überdeckt. Die so entstandene Retentionszyste weist augenfällig auf eine ursächliche 
Verstärkung der epithelialen Keratinisierung hin. 
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7 DISKUSSION 
In unseren Microarreyexperimenten zeigte sich nach z-Score Berechnung gerade die 
Keratinisierung als die, durch Testosteron, am stärksten regulierte Ontologie. Die, an der 
Keratinisierung beteiligten, Gene erfuhren unter Androgeneinfluss eine signifikante 
Beeinflussung ihrer Expression. So wurden die Gene der Small proline-rich Proteine 
(SPRR) 2a, Sprr2b, Sprr3, Keratin 6a, Keratin 17 und Periplakin herabreguliert, 
während die für Sprr1a und Sprr2f hochreguliert wurden. 
In unserer Studie wurden männliche, orchiektomierte Mäuse untersucht. In der gleichen 
Arbeitsgruppe wurden von Tomo Suzuki auch ovariektomierte, weibliche Mäuse in 
ähnlicher Weise untersucht. Hierbei sich zeigt, dass die Wirkung des Testosterons auf 
die Expression der untersuchten Gene bei beiden Geschlechtern ausgesprochen 
gleichsinnig verläuft.14 
Unser Ziel war es, durch Recherche der Funktionen der an der Keratinisierung 
beteiligten Gene, mögliche Mechanismen der Androgenprotektion hinsichtlich einer 
Keratinisierung - im Bereich der Meibomdrüsen auf molekularer, funktioneller oder 
regulativer Ebene - herauszuarbeiten und so die Schutzfunktion, zumindest teilweise, zu 
verstehen. 
7.1 BEDEUTUNG DER GENE IN PHYSIOLOGIE UND 
PATHOLOGIE 
Bei entzündlichen Veränderungen des Lidrandes, im Sinne einer Blepharitis, konnte 
schon früh ein Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen der Haut und der 
Hautanhangsgebilde hergestellt werden.19 Betrachtet man das klinische Bild von 
Erkrankungen, die mit einer überschießenden Verhornung einhergehen, am Beispiel der 
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Seborrhoischen Dermatitis oder der Akne, so findet man häufig eine Mitbeteiligung der 
Meibomdrüse.19, 20 
Bezüglich der Meibomdrüsendysfunktion spielen sich die Verhornungsprozesse im 
Bereich der Ausführungsgänge der Drüse ab.9 Durch diesen Prozess kommt es zur 
Obstruktion des Gangsystems und sekundär zur Dilatation der Drüse. Bei betroffenen 
Patienten lassen sich dementsprechend Keratinproteine in exprimiertem Drüsensekret 
nachweisen.12 Entsprechende Nachweise einer Verhornung lassen sich auch histologisch 
führen.6, 9 Die Verhornung der Drüsenausführungsgänge lässt sich klinisch an der 
Spaltlampe leicht erkennen und ist teilweise nahezu pathognomonisch (Abbildung 2). 
7.2 KERATIN- UND SPRR-GENE 
In epithelialen Anhangsgebilden exprimiert gehören Keratin 6a und Keratin 17 zu einer 
Gruppe von Genen, deren Expression auch in anderen Epithelien beobachtet werden 
kann, zum Beispiel im Rahmen der Wundheilung nach Verletzung der Haut.21, 22 Ihre 
Expression wird immer wieder mit Erkrankungen der Haut in Verbindung gebracht, bei 
denen eine vermehrte Hornbildung im Mittelpunkt der Pathogenese steht.23 Zu nennen 
wären in diesem Zusammenhang, neben zahlreichen anderen hyperproliferativen 
Störungen, die Pachyonychia congenita, die Psoriasis, oder auch die Parakeratosen. Bei 
Letzteren konnte Keratin 6a als das, am stärksten in seiner Aktivität hochregulierte Gen, 
identifiziert werden.24 
Ähnliche Beobachtungen können an morphologisch veränderten Talgdrüsen gemacht 
werden, an denen ebenfalls erhöhte Expressionsraten von Keratin 6 nachweisbar sind. 
Keratin 6 wird an dieser Stelle als Marker pathologisch veränderter Ausführungsgänge 
an Talgdrüsen beschrieben.25 Ebenso bei der Dysfunktion der Meibomdrüse, bei der 
man - neben der vermehrten Verhornung bei betroffenen Patienten - Keratinproteine im 
Drüsensekret findet.12 
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Ein weiteres an Keratinisierungsvorgängen beteiligtes Gen ist das Keratin 17. Auch ihm 
wird im Rahmen von Verhornungsstörungen Bedeutung beigemessen. So werden 
Mutationen in diesem Gen mit der Pathogenese akneiformer Dermatosen, wie der 
Pachyonychia congenita oder dem Steatocystoma multiplex, in Verbindung gebracht.26 
Bei den „Small proline-rich proteins“ (Sprr) handelt es sich um eine Gruppe von 
Proteinen die im Laufe der Differenzierung epidermaler Keratinozyten gebildet werden. 
Die Funktion dieser Proteinfamilie liegt in der Bildung des sogenannten „cornified 
envelope“, einer intrazellulären Proteinschicht, die als eine Art Schutzhülle 
differenzierter epidermaler Zellen verstanden werden kann. Die Erbinformation dieser 
Gene, die in 3 Subfamilien (Sprr 1, Sprr 2, Sprr 3) unterteilt werden, liegt beim 
Menschen auf Chromosom 1, q21-q22.27, 28 Ihre Expression wird sowohl auf Ebene der 
Transkription, posttranskriptionell, aber auch im Rahmen der Translation gesteuert.29 
Die Gene der Sprr Familie sind Bestandteil der geregelten, epidermalen Differenzierung 
gesunder Haut, spielen aber auch bei deren pathologischen Veränderungen eine wichtige 
Rolle.29, 30 
Ein weiteres, in unseren Untersuchungen beeinflusstes Gen, ist das Periplakin. Dieses 
Gen ist am Aufbau von Desmosomen als Interzellularverbindung zwischen epidermalen 
Keratinozyten beteiligt. Das N-terminale Ende des Proteins hat Kontakt zur 
Plasmamembran, das C-terminale Ende interagiert mit Intermediärfilamenten.31 Es wird 
vermutet, dass Periplakin ebenfalls eine funktionelle Rolle bei der Differenzierung 
epithelialer Gewebe zukommt32 und dass es Anteil an der Organisation von 
Keratinproteinen in der Zelle hat.33 
Der Einfluss der Androgene auf die Regulation der Funktion der Meibomdrüse gilt als 
gesichert.15 Es ist davon auszugehen, dass Androgene auf eine Vielzahl von Prozessen 
an der Meibomdrüse Einfluss nehmen. Wir wollen uns an dieser Stelle auf den 
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regulatorischen Einfluss der Androgene auf den Vorgang der Keratinisierung und der 
daran beteiligten Gene beschränken. 
Die Androgenwirkung wird über den Androgenrezeptor vermittelt, der Rezeptor selbst 
gehört zur Gruppe der Kernrezeptoren, zu der auch der Östrogenrezeptor, der 
Thyroidhormonrezeptor und der Retinoidrezeptor gehören. Im Zellzyklus stellt der 
Androgenrezeptor, wie auch die anderen Kernrezeptoren, einen Transkriptionsfaktor 
dar.34, 35 
Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Keratinisierungsvorgänge an der 
Meibom’schen Drüse durch Androgene gesteuert werden. Es wurde die Hypothese 
formuliert, dass Androgene die Meibomdrüsen vor einer überschießenden 
Keratinisierung schützen.14 Diese Hypothese wird durch Beobachtungen gestützt, die 
man an Patienten mit complete androgen insensitivity syndrome (CAIS) machen kann. 
Im Deutschen spricht man auch von Androgenresistenz. Bei dieser Störung liegt ein 
Defekt am Androgenrezeptor vor, aufgrund dessen Androgene am Zielorgan keine 
Wirkung entfalten können.13 Es findet sich bei Betroffenen eine vermehrte Verhornung 
der Meibomdrüsen und eine damit einhergehende Funktionsbeeinträchtigung, 
möglicherweise als Ausdruck des fehlenden protektiven Androgeneinflusses 13, 36  
Erniedrigte Androgenspiegel beobachtet man auch bei Patienten, die am Sjögren-
Syndrom (SS) leiden, eine Erkrankung die sich vor allem an Speichel- und 
Tränendrüsen manifestiert und dort zu morphologischen Veränderungen führt. Auch bei 
dieser Autoimmunerkrankung aus dem Formenkreis der Kollagenosen findet man eine 
Meibomdrüsendysfunktion und damit einhergehend eine vermehrte Trockenheit der 
Augen.37 Beim CAIS können die Androgene ihre Wirkung am Erfolgsorgan nicht 
entfalten, beim Sjögren-Syndrom ist der Androgenspiegel reduziert. In beiden Fällen ist 
der protektive Einfluss der Androgene auf die Meibomdrüse vermindert, einhergehend 
mit einer Dysfunktion der Drüse und Symptomen des trockenen Auges. Im Falle des SS 
lassen sich in Bindehautepithelien gesteigerte Expressionsraten von Sprr 2a, sowie 
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Keratin 6a nachweisen, Proteine, die im Rahmen der Keratinisierung vermehrt gebildet 
werden38 und Anzeichen einer durch Androgenmangel begünstigten Keratinisierung 
darstellen können. 
Betrachtet man die Regulationswege von Keratingenen am Beispiel epidermaler 
Keratinozyten, so stellt man fest, dass sowohl Hormone als auch Vitamine über 
Rezeptoren am Zellkern Einfluss auf Differenzierungsprozesse nehmen. Demgegenüber 
stehen Wachstumsfaktoren und Zytokine, die über Rezeptoren auf der Zelloberfläche 
ihren regulatorischen Einfluss entfalten. Auf diese Weise wirkt am Keratinozyten der 
Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) expressionssteigernd auf Keratin 6 Gene, während 
Retinol die Expression dieser Gene auf Ebene der Transkription hemmt. Man muss 
davon ausgehen, dass ein Gleichgewicht aus Hormonen, Vitaminen, 
Wachstumsfaktoren und Zytokinen für eine geregelte Genexpression verantwortlich ist; 
einen eindeutig dominanten Faktor scheint es dabei nicht zu geben.39 
Bei der Karzinogenese des Bronchialkarzinoms kommt es zu einer vermehrten 
Expression von Sprr 1 Genen im Rahmen der Plattenepithelmetaplasie. In diesem 
Zusammenhang wird sogar vom „Marker“ der Plattenepithelmetaplasie in 
respiratorischen Epithelien gesprochen.29 Auf Ebene der Regulation scheint in diesem 
Falle Vitamin A eine Rolle zu spielen und zwar dahingehend, dass das Vitamin 
konzentrationsabhängig die Expression von Sprr1 Genen zu mindern vermag. In diesem 
Zusammenhang ist es ein Faktor für eine geregelte Differenzierung.40, 41 
Beim Trockenen Auge findet eine Entzündungsreaktion statt, in deren Zuge es zu einer 
vermehrten Durchlässigkeit des Hornhautepithels kommt. Gleichzeitig beobachtet man 
einen Anstieg der Expressionsraten von Sprr 2 Genen. Diese Expressionssteigerung ist 
unter antiinflammatorischer Therapie mit Doxycyclin sowie Methylprednisolon 
rückläufig.42 Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass 
Entzündungsreaktionen, die Ausschüttung von Zytokinen und damit einhergehende 
Regulationsmechanismen einen Einfluss auf Gene der Keratinisierung und deren 
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Expression nehmen.42 Dafür spricht auch die Tatsache, dass beim Trockenen Auge eine 
Interferon-gamma Ausschüttung durch Th1 Zellen beobachtet werden kann, anders als 
bei der allergischen Konjunktivitis, bei der die Th 2 Zytokine IL-4 und IL-13 eine 
dominierende Rolle spielen.43 Im Falle des trockenen Auges hat die Interferon-gamma 
Ausschüttung eine Expressionssteigerung von Sprr2 Genen zur Folge. Interferon-
gamma wird als ein entscheidender Faktor bei der Entstehung des Trockenen Auges im 
Mausmodell angesehen.44 
Auch in anderen Untersuchungen wird das Zytokin Interferon-gamma immer wieder mit 
der Regulation von Genen in Verbindung gebracht, die bei der Keratinisierung eine 
Schlüsselrolle spielen. 
Beim Sjögren-Syndrom scheinen Sprr 2a und Keratin 6a Gene eine 
Expressionsverstärkung unter Interferon-gamma Einfluss zu erfahren. Es ist auch ein 
Einfluss von Interleukin-1 auf Keratinisierungsvorgänge bei der Pathogenese dieser 
Erkrankung beschrieben.45 Ebenso konnte man eine Korrelation zwischen Interleukin-1 
Expression und einer Reduktion des Tränenfilms feststellen.46 Hier sei einmal mehr auf 
die erniedrigten Androgenwerte bei Betroffenen hingewiesen.38 
Ebenso gibt es Anhaltspunkte dafür, dass die Expressionsraten von Keratin 17 ebenfalls 
durch den Einfluss von Interferon-gamma gesteigert werden können.47 Bei diesem, auch 
für die Pathogenese der Psoriasis bedeutenden Gen, wird der expressionsteigernde 
Effekt zumindest partiell über Interleukin-1 vermittelt.48 Eine ähnliche 
Transkriptionssteigerung durch Interleukin-1 erfährt auch das Keratin 6a Gen, das 
ebenfalls in psoaritisch veränderten Hautarealen gefunden werden kann,49 genau wie das 
Sprr1 Gen, dessen Expression in Keratinozyten unter Interleukin-1 Einfluss stimuliert 
sein kann.50, 51 
An dieser Stelle wird einmal mehr der Zusammenhang zwischen Entzündungsreaktion, 
Zytokinen und Keratin/Sprr-Genexpression als Marker der Keratinisierung deutlich. 
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Auch im bereits erwähnten TFOS MGD Report wurde aktuell ein entzündliches 
Mikromilieu, im Gewebe mit Einfluss inflammatorischer Zytokine, als möglicher 
wichtiger Faktor der Hyperkeratinisierung bei MGD diskutiert.11 
Bei einer weiteren Untersuchung, die sich mit dem Trockenen Auge bei Sjögren 
Syndrom beschäftigt, wurde die Hypothese formuliert, dass die Entzündungsreaktion 
eine Keratinisierung auslöst. In diesem Zusammenhang konnte eine gesteigerte Sprr1b 
Expression gefunden werden, ein Gen, welches in unseren Untersuchungen keine 
signifikante Expressionsänderung zeigte, welches jedoch zur selben Unterfamilie von 
Genen gehört und auch immer wieder in der Literatur zusammen mit anderen Sprr 
Mitgliedern genannt wird. Die Autoren kamen hier zu dem Ergebnis, dass Interferon-
gamma, Interleukin-1 und Interleukin-6 eine Schlüsselrolle bei der 
Expressionssteigerung des Sprr1b Gens zukommt.52, 53 In anderen Untersuchungen 
konnte gezeigt werden, dass Interferon-gamma eine Keratinisierung zuvor nicht 
verhornender Zellen induzieren kann.54 
Aufgrund dieser Erkenntnisse und vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse, dass die 
Keratinisierung eine der durch Androgene am stärksten beeinflussten Ontologien ist, 
scheint die Beobachtung interessant, dass Androgene auch an der Regulation von 
Immunprozessen beteiligt sind. 
So zeigt sich, unter dem Einfluss des Androgens Dihydroepiandrosteron (DHEA), ein 
Abfallen der Interleukin-1 Produktion sowie ein Absinken des von Th1 Zellen 
ausgeschütteten Zytokins Interferon-gamma.55 Eine andere Untersuchung kommt zu 
dem Schluss, dass DHEA einen hemmenden Einfluss auf Entzündungsreaktionen auf 
Ebene der Zytokinproduktion ausüben kann.56 Eine Reduktion der Expression, unter 
Androgeneinfluss, konnte auch beim Zytokin Interleukin-6 nachgewiesen werden.57, 58  
Bei unseren Recherchen zeigte sich, dass diese Zytokine besonders häufig an der 
Regulation von Genen beteiligt sind, die bei dem Prozess der Keratinisierung eine Rolle 
spielen. Die Einflussnahme auf die Zytokinausschüttung stellt in unseren Augen einen 
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weiteren möglichen Weg dar, wie Androgene indirekt die Expression von Genen der 
Keratinisierung beeinflussen könnten. Der Einfluss von Androgenen auf Immunzellen, 
so wird angenommen, wird wohl über Rezeptoren vermittelt.59 Den engen 
Zusammenhang zwischen den hormonellen Wirkungen und immunologischen zu 
untersuchen bleibt jedoch zukünftigen Untersuchungen vorbehalten. 
7.3 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN 
In der Synopsis dieser Ergebnisse kann man feststellen, dass Vitamine, Hormone und 
Zytokine maßgeblich an der Regulation der von uns betrachteten Gene beteiligt sind und 
dass all diese Faktoren auf den Prozess der Keratinisierung Einfluss nehmen. Die Wege, 
über die diese Regulation stattfindet, sind vielfältig und komplex und eine eindeutige 
Beziehung zwischen den einzelnen Faktoren und der Expressionsregulation 
herzustellen, ist häufig nicht möglich. Es ist wahrscheinlich, dass die Kombination 
vieler Faktoren im Zusammenspiel für Veränderungen im Expressionsmuster der von 
uns untersuchten Gene verantwortlich ist, wobei Androgene eine entscheidende Rolle 
spielen. 
Testosteron reguliert die Expression von Genen herab, die eine Verhornung der 
Meibomdrüse unterhalten. Unsere Ergebnisse erklären, zumindest in Teilen, den 
schützenden Effekt von Androgenen auf die Meibomdrüse und auf diese Weise deren 
protektiven Einfluss auf eine gesunde Hornhautoberfläche durch Drosselung einer 
übersteigerten Keratinisierung des Drüsengewebes und des Lidrandes durch 
Testosteron.  
Weitere potentiell lohnende Forschungsziele ergeben sich aus folgenden 
Zusammenhängen: Werden in übergeordneten, weniger spezifischen Ontologien, die 
relativ viele Gene umfassen, hohe z-Scores erreicht, wie in Tabelle 1 die Ontologien 
„epidermal cell differentiation“ und „epidermis development“, die sich im 
Ontologiebaum zu „keratinization“ (Abb. 1) weiter proximal wiederfinden, so müssen 
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weitere spezifische Prozesse der übergeordneten Ontologie ebenfalls deutlich 
testosteron-reguliert sein. Diese gilt es in weiteren Untersuchungen zu identifizieren. 
Schließlich könnten funktionelle und regulatorische Experimente auf Proteinniveau mit 
einer Meibomdrüsenzellkultur hilfreiche Forschungsziele sein. Nicht zuletzt erscheint, 
nach Experimentwiederholung, die ausgiebige histologische Aufarbeitung der 
Meibomdrüse im zeitlichen Verlauf sinnvoll. 
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